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論文内容要旨
 【背
ぎ
景
 Pituitaryadenylatecydaseactivatingpolypeptide(PACAP)は,Arimuraらにより1989
 年,羊視床下部より単離された38アミノ酸残基で構成されるペプチドである。PACAPはその
 N端側28残基がVIPと68%の相同性を有し,VIPファミリーに属する新しい神経伝達物質の候
 補と考えられている。PACAPは,adenylatecyclase活性化作用を有し,ラット,マウス,羊
 の膵腺房細胞周囲には,PACAP含有神経の存在が免疫組織学的に示されている。以上のことか
 ら,PACAPはcAMPを細胞内メッセンジャーとして膵外分泌機能を調節する可能性が考えら
 れた。
 【目的聾
 本研究では,PACAPの膵外分泌に対する生理作用,その作用機序,膵腺房細胞上の結合部位
 について明らかにするため,ラット遊離膵腺房を用いて,以下の実験を行なった。
 【方法】
 雄性Sprague-Dawleyラット(180-230g,日本SLC社)を飽食状態にて断頭屠殺後,膵を摘
 出し,Williamsらの方法に準じて遊離膵腺房を作成した。30分間preincubation後,膵腺房を
 HEPES-Ringer液に浮遊させ,PACAP-27,一38(ペニンスラ社)の作用を以下の項目にっき検
 討した。i)細胞内cAMP産生;各濃度のPACAP-27,一38と0.5mMIBMXとを膵腺房浮遊液
 に添加し,37℃で10分間反応させ,cyclicAMP[1町]assaysys七em(アマシャム社)を用い
 てcAMP産生量を測定した。結果は,対照とのcAMP産生比にて表示した。2)アミラーゼ分
 泌;PACAP-27,一38を膵腺房浮遊液に添加し,37℃で30分間反応させ,細胞外へ放出されたア
 ミラーゼをPhadebasamylasetest(ファルマシア社)を用いて測定した。結果は、実験開始
 時に膵腺房中に含まれるアミラーゼ総量で除して表示した。3)アミラーゼ分泌反応に対する
 IBMXの影響lcAMP分解の阻害剤IBMXO.5mMを膵腺房浮遊液に添加し、細胞内cAMP
 を高めた条件でPACAP-27,一38のアミラーゼ分泌反応を測定した。4)他の膵刺激物質との
 相互作用;PACAP-381nM(submaximaldose)と代表的な膵外分泌刺激物質であるCCK-8,
 carbacho1,VIP,dbcAMPとで同時刺激した時のアミラ}ゼ分泌反応を検討した。5)アミラー
 ゼ分泌の時間経過;1nMPACAP-27,一38あるいは1nMVIP刺激アミラーゼ分泌反応の時間経
 過を検討した。6)結合実験;1町一PACAP27,'町一VIPを用い,非放射性ペプチドによる結合
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 抑制を行い,膵腺房細胞上のPACAP結合部位とVIP結合部位の特性を比較検討した。
 匿結果】
 1)PACAPは,用量依存性に細胞内cAMP産生を増加させた。細胞内cAMPは最小用量10一'1
 Mで有意に増加し,最大反応は10一6Mで認められた。cAMP産生の最大値は対照の15～16倍
 であった。2)アミラーゼ分泌は10一11Mで惹起された。最大反応はPACAP-27,一38とも10-8
 Mで得られ,各々9.3±0.37%,8.6±0.34%であった。これらは,CCK8による最大反応(18.5
 ±0.78%)の約50%であった。また,PACAPによる細胞内cAMP産生,アミラーゼ分泌の用
 量反応曲線はVIPによるものとほぼ一致した。3)アミラーゼ分泌反応に対するPACAPの力
 価はIBMX添加により上昇したが,最大反応は変化しなかった。4)PACAPは,Ca+牛を主な
 細胞内メッセンジャーとするCCK-8,carbachol刺激アミラーゼ分泌を相乗的に増強したが,
 cAMPを細胞内メッセンジャーとするVIP,dbcAMP刺激分泌に対しては,相加的かそれ以下
 の増強であった。5)時間経過の検討では,常に一定の分泌を生じるVIPと異なり,PACAP刺
 激アミラーゼ分泌はその初期に急速な反応を生じた。6)1閥1-PACAP27を用いた結合実験の結
 果,膵腺房細胞上には,PACAPとVIPにほぼ同等の親和性を有するtype-HPACAP結合部位
 が存在することが示された。LIGANDprogramを用いた解析によると,ラット膵腺房細胞上の
 七ype-HPACAPレセプターは高親和性(Kd二L17±0.45nM)と低親和性(Kd-19.3±10.7nM)
 の2種類の結合部位よりなることが明らかとなった。また,'巧しVIPを用いた結合実験の結果,
 VIP結合部位もPACAPにほぼ同等の親和性を有することが示された。
匿結論製
 本研究の結果,以下の知見を得た。新しい神経伝達物質の候補PACAPは,膵腺房細胞上の
 type-HPACAPレセプターに結合し,cAMPを主な細胞内メッセンジャーとしてアミラーゼ分
 泌反応を生じた。しかし,PACAPによる膵酵素分泌は反応初期にVIPより急速であったことか
 らcAMPとは異なる細胞内シグナル伝達機序が関与する可能性も考えられた。膵腺房細胞周囲
 にはPACAP含有神経が存在すると報告されている。今回明らかにした膵腺房細胞上のむype-H
 PACAP結合部位の存在,VIP結合部位がPACAPにも同等の親和性を有することは,免疫組織
 化学的知見と併せ考え,VIPが担うとされてきた膵外分泌機能の神経性調節にPACAPも一部関
 与する可能性を示唆する。
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 審査結果の要旨
 pituitaryadenylatecyclaseactivatingpolypeptide(PACAP)は,1989年Arimuraらに
 より羊視床下部より単離された,アミノ酸組成がVIPと68%の相同性を有するペプチドであり,
 ラット下垂体前葉細胞系で強力なadenyla七ecyclase活性化作用を有することから命名された。
 膵外分泌組織にPACAP含有神経が存在すると報告されており,著者は,PACAPがcAMPを
 細胞内メッセンジャーとして膵外分泌を刺激する可能性を考え,雄性SDラットよりWilliams
 らの方法に準じて作成した遊離膵腺房を用いて検討を行った。
 著者は,PACAPが用量依存性に膵腺房細胞内cAMP産生を生じ,その濃度反応曲線が,VIP
 による細胞内cAMP産生と一致することを明らかにした。次いで,PACAPにより膵腺房細胞
 からのアミラーゼ分泌も用量依存性に刺激され,この濃度反応曲線もVIPのそれとほぼ一致す
 ることを示した。細胞内cAMP産生とアミラーゼ分泌の関連を明らかにするため,さらに次の
 二つの実験を行っている。第一に,cAMP分解を阻害する薬剤IBMXを緩衝液中に添加し,腺
 房細胞内cAMPを高めた状態でのアミラーゼ分泌を検討している。IBMX添加によりPACAP
 のアミラーゼ分泌に対する力価は上昇したが,最大反応量は変化しなかうた。第二には,
 PACAPと他の膵外分泌刺激物質との相互作用の検討であり,カルシウムを細胞内メッセンジャー
 として作用するCCK-OPやカルバコール刺激アミラーゼ分泌をPACAPが相乗的に増強するが,
 cAMPを介して作用するVIPやdbcAMP刺激アミラーゼ分泌には相加的以下にしか増強しない
 ことを明らかにした。以上の二つの実験結果から,著者はPACAP刺激による膵腺房細胞からの
 アミラーゼ分泌は細胞内で産生されたcAMPを主な細胞内シグナル伝達系とすることを確認し
 ている。一方,PACAP刺激アミラーゼ分泌の時間経過の検討で,反応初期にVIP刺激とは異な
 る急速なアミラーゼ分泌反応が生じることが観察され,PACAP刺激アミラーゼ分泌にVIPとは
 異なる機序が一部関与する可能性も示した。最後に,時間経過で認められた両ペプチドの作用の
 違いが受容体レベルの差異によるものか否かを検討するため,1町一PACAP27,1乃1-VIPを用い
 た結合実験を行なった。この実験の結果,ラット膵腺房細胞上のPACAP結合部位は,高親和性
 と低親和性の2種類からなること,またVIPに対しても同程度の親和性を示す七ype-HPACAP
 結合部位であることが明らかになった。
 著者は本研究成績より,新しい神経伝達物質の候補であるPACAPの膵酵素分泌作用は,膵腺
 房細胞上に存在する七ype-HPACAP結合部位を介した細胞内cAMP産生亢進が主要機序であ
 ると結論している。この結論は,VIPと同様にPACAPが膵外分泌の神経性調節に重要な役割を
 担う可能性を示唆している。
 本論文は,新しいペプチドPACAPの膵外分泌に対する作用とその機序を多くの知見から明ら
 かにしており,学位に値する。
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